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Suplementação com aminoácidos ramificados 
vem se difundindo largamente entre 
praticantes de atividades físicas. Estudos 
sugerem o desenvolvimento de fadiga central 
durante atividade, sua correlação 
serotoninérgica cerebral e a leucina. Objetivo 
deste trabalho foi avaliar através dos testes de 
campo aberto e labirinto em cruz elevado, o 
comportamento de ratos suplementados com 
três doses distintas de leucina. Foram 
utilizados ratos Wistar distribuídos em grupos: 
controle (C), leucina 0,30 (L0,30), 1,25 (L1,25) 
e 5 (L5) (mM/100g), suplementados através da 
via orogástrica. Para análise estatística foi 
utilizado variância seguido do teste de Tukey 
(p<0,05). No comportamento exploratório foi 
observado que os ratos L0,30 não diferiram do 
C, já os grupos L1,25 e L5, obtiveram redução. 
No labirinto em cruz elevado o grupo C 
comparado com o L0,30 e L1,25 não 
obtiveram diferença, o grupo L5 diferiu dos 
demais.  Os resultados sugerem à existência 
de alterações fisiológicas e comportamentais 
ligadas a suplementação com leucina. 
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The mannering standard of rats supplemented 
with amino acid leucine 
 
Supplementation with branched chain amino 
acids has been disseminated widely among 
practitioners of physical activities. Studies 
suggest the development of central fatigue 
during activity, its correlation brain serotonin 
and leucine. Purpose of this study was to 
evaluate through tests of open field and 
elevated plus-maze, the behavior of rats 
supplemented with three different doses of 
leucine. Wistar rats were divided into groups: 
control (C), leucine 0.30mM/100g (L0,30), 
1.25mM/100g (L1,25) and 5mM/100g (L5), 
supplemented via oral gavage. For statistical 
analysis, variance followed by Tukey test 
(p<0.05). The exploratory behavior was 
observed that rats L0,30 did not differ from C 
and the groups L1,25 and L5, showed a 
reduction. In the elevated plus-maze group C 
compared with L0,30 and L1,25 did not get the 
difference, the L5 group differed from the 
others. The results suggest the existence of 
physiological and behavioral changes related 
to supplementation with leucine. 
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A utilização de suplementação com 
aminoácidos vem se difundindo largamente 
entre os praticantes de atividades físicas, no 
entanto, desde a década de 90, tem sido 
descrito o papel dos aminoácidos ramificados 
(leucina, isoleucina e valina; BCAA), no perfil 
metabólico da musculatura esquelética 
durante o exercício, sendo ressaltado da 
contribuição da oxidação destes para o 
fornecimento de energia (Hood e Terjung, 
1990).  
Apesar dos incontestáveis benefícios 
inerentes aos BCAAs, alguns estudos 
desenvolvidos a partir da suplementação 
sugerem o desenvolvimento de fadiga central 
durante atividade de curta e longa duração e 
sua relação com a função serotoninérgica 
cerebral (Gomes e Tirapegui, 2000; Jin e 
colaboradores, 2009). Este tipo de fadiga seria 
causado por mudanças nas relações entre a 
disponibilidade de BCAA e a captação do 
triptofano na barreira hematoencefálica, sendo 
descrito competição entre os aminoácidos, de 
forma que, aquele que estiver em maior 
concentração é transportado 
preferencialmente para o interior do líquido 
cefalorraquidiano e consequentemente 
elevando a disponibilidade ao encéfalo 
(Newsholme e Blomstrand, 2006; Kazapi e 
Tramonte, 2003).  
Mais recentemente foi sugerido que 
dentre os aminoácidos que compõem o BCAA, 
a leucina, atua como limitador na captação do 
triptofano no sistema nervoso central, 
promovendo redução na síntese de serotonina 
(Othani e colaboradores, 2006; Wu, 2009).  
Os níveis de serotonina cerebrais 
estão relacionados a alterações de 
comportamento e humor, ansiedade, 
agressividade, depressão, sono, fadiga, 
supressão de apetite, etc. Os mecanismos 
bioquímicos precisos pelos quais os neurônios 
serotoninérgicos controlam estas funções 
ainda não estão totalmente esclarecidos 
(Davis, 1995, 2000).  
Tem sido obtido tanto em humanos 
como em animais (ratos e macacos), 
evidências de que a síntese de serotonina 
cerebral possa ser modulada dieteticamente 
através da oferta de macronutrientes, 
destacando-se principalmente a ingestão de 
aminoácidos isoladamente (Cunliffe e 
colaboradores, 1997; Tirapegui, 2004). Assim, 
frente à literatura é sugestivo o fato da 
suplementação com diferentes doses de 
leucina estar relacionada com significativas 
mudanças comportamentais que podem refletir 
em mudança na performance de atletas. Os 
modelos animais utilizados na experimentação 
científica são extremamente importantes para 
a pesquisa, pois mimetizam algumas 
características elementares de um estado 
patológico específico, favorecendo a sua 
compreensão e o desenvolvimento de terapias 
eficazes reduzindo o número de variáveis, 
oferecendo, assim, maior grau de controle e 
permitindo manipulações experimentais que 
poderiam ser impossíveis em outras 
circunstâncias.  
Diversos fatores ambientais podem 
determinar adaptações, bem como, 
implementar comportamentos específicos, 
assim, embora haja uma pequena variação de 
uma espécie para outra, os comportamentos 
emocionais, como evitação e imobilismo, 
permanecem os mesmos e constituem a base 
para a classificação dos comportamentos ao 
longo da evolução biológica.  
Com base nisso, as emoções tais 
como medo e expectativa, são representadas 
por redes neurais inatas que coordenam as 
estratégias comportamentais permitindo aos 
animais interagirem com mudanças contínuas 
no ambiente (Zangrossi e File, 1992). 
 Por muitos anos têm sido 
desenvolvidos diferentes métodos que 
permitem quantificar a atividade locomotora de 
ratos. Neste sentido, os parâmetros que 
quantificam o padrão de movimentação no 
campo aberto estão relacionados com a 
freqüência de amostragem, a resolução 
espacial, a relação entre o tamanho do animal 
e a área do aparato experimental, a distância 
do deslocamento, o tempo de permanência em 
cada região do campo e a velocidade do 
movimento (Rousseau e colaboradores, 1998). 
 O labirinto em cruz elevado (LCE) faz 
parte do rol de testes indicados na avaliação 
do comportamento de ratos, sendo útil na 
pesquisa de comportamento animal (Schmitt e 
colaboradores, 1998). O LCE se baseia na 
medida de todas as categorias 
comportamentais que refletem o conflito 
resultante da tendência dos animais de 
explorar ambientes desconhecidos e evitar 
situações potencialmente perigosas, sendo um 
dos testes mais empregados no estudo da 
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Neste sentido, a proposta deste 
trabalho foi avaliar através dos testes de 
campo aberto e labirinto em cruz elevado, o 
comportamento de ratos suplementados com 
três doses distintas de leucina. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Foram utilizados ratos Wistar com 3 
meses de idade, adquiridos na empresa 
ANILAB®, alimentados com ração e água ad 
libitum, submetidos a ciclo fotoperiódico de 
12h claro/escuro e distribuídos em grupos 
experimentais com n=6, denominados de 
controle (C), suplementados com leucina 0,30 
mM/100g (L 0,30), suplementado com leucina 
1,25mM/100g (L1,25) e suplementados com 
leucina 5 mM/100g (L5). O suplemento foi 
administrado nas doses supracitadas durante 
7 dias através da via orogástrica (Figura 1), no 
horário das 13-14h, este período de 
tratamento foi escolhido tendo como referência 
o estudo de Coombes e McNaughton (2000) e 
os procedimentos experimentais seguiram as 
orientações de Andersen (2004).  
Os protocolos de avaliação 
comportamental foram aplicados após o 
período de tratamento, momento em que os 
animais foram expostos, uma única vez, ao 
campo aberto no período noturno após as 
19h30, devido a maior atividade da espécie, 
permanecendo no ambiente durante 3 
minutos. No teste do labirinto em cruz elevado, 
o mesmo procedimento inicial foi aplicado, 
porém, o período experimental de observação 
foi de 5 minutos conforme o modelo descrito 
por Pellow, e colaboradores (1985). Comitê de 
Ética, protocolo 011/2006 da UFSCar. 
  
 
Figura 1 - Suplementação via orogástrica pelo 
método da gavagem. 
 
Campo Aberto 
Os animais analisados foram do grupo 
controle e dos grupos controle suplementados 
nas doses de 5 mM, 1,25 mM e 0,30 mM, após 
o sétimo dia de suplementação foram 
colocados em uma caixa aberta dividida 
internamente em nove quadrados uniformes, 
onde os animais permaneciam durante 3 
minutos sendo contado cada espaço 
percorrido pelo animal, através dos limites 
entre cada quadrado, foi considerado um 
campo explorado quando o mesmo ultrapassa-
se o quadrado com pelo menos 3 patas, o 
teste foi realizado no período noturno, após as 
19:30 horas, devido a maior atividade da 
espécie, conforme protocolo descrito por Cruz 
e Graeff, (1994). 
 
Labirinto em cruz elevada 
Os animais analisados foram do grupo 
controle e dos grupos controle suplementados 
nas doses de 5 mM, 1,25 mM e 0,30 mM, no 
sétimo dia de suplementação, foram colocados 
numa plataforma elevada em formato de cruz, 
composta de um corredor fechado e outro 
aberto e seus limites de cruzamento, o período 
experimental de observação foram de 5 
minutos, realizado no período noturno, após as 
19:30 horas, devido a maior atividade da 
espécie, onde foram cronometrado o tempo de 
permanência do animal em cada estação, 




A análise estatística foi realizada 
através do teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, seguido da aplicação da análise de 
variância ANOVA: one way e do pós-teste de 




 Na avaliação do comportamento 
exploratório foi observado que os ratos 
suplementados com leucina 0,30mM não 
diferiram do grupo controle, por outro lado, o 
grupo suplementado com a dose de leucina 
1,25mM (que corresponde a 4 vezes a menor 
concentração), foi observado redução de 34% 
no deslocamento exploratório. Na avaliação do 
grupo suplementado com leucina 5mM 
(correspondendo a 16 vezes a menor 
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no comportamento, atingindo valores 70% 
menores (Figura 2). 
A seguir, foi avaliado o comportamento 
dos ratos submetidos ao labirinto em cruz 
elevado sendo observado que o grupo controle 
permaneceu 88% do tempo no braço fechado 
(BF), 10 % no braço aberto (BA) e 2% na 
interface dos braços do aparelho que 
determina o índice de risco (IR). Ao avaliar os 
demais grupos experimentais foi observado 
que o grupo suplementado com leucina 0,30 
mM permaneceu em 82% no BF e 15% no BA, 
o que representa valores 13% maiores em BF 
e 50% maiores no BA, não diferindo do 
controle quanto ao índice de risco. O grupo 
suplementado com leucina 1,25 mM 
permaneceu 79% no BF e 19% no BA, ou seja 
permaneceu por um tempo 10% menor no 
braço fechado e 20% maior no braço aberto se 
comparado ao controle, também não diferiu 
quanto ao índice de risco. 
Por fim, foi avaliado o grupo 
suplementado com leucina 5mM sendo 
observado que permaneceu 6% do tempo no 
BA e apesar de além de se submeter ao fator 
de risco por um tempo 400% maior que os 
demais grupos, permaneceu o maior tempo no 




























Figura 2 - Número de campos deslocados no teste de campo aberto obtidos nos grupos controle (C), 
suplementados com leucina 0,30 mM/100g (L0,30), suplementado com leucina 1,25mM/100g (L1,25) e 
suplementados com leucina 5 mM/100g (L5). *p<0,05 se comparado ao controle; #p<0,05 se comparado a 




O eixo norteador da proposta está 
embasado em estudos que apontam a 
existência de um sistema controlador do 
desenvolvimento de fadiga central 
representado pela competição do aminoácido 
com funções serotoninérgica cerebral 
propiciando a aquisição de fadiga (Gomes e 
Tirapegui, 2000; Jin e colaboradores, 2009). 
Este tipo de fadiga seria causado por 
mudanças nas relações entre a disponibilidade 
de aminoácidos de cadeia ramificada e a 
captação do triptofano na barreira 
hematoencefálica, sendo descrito competição 
entre os aminoácidos, de forma que, aquele 
que estiver em maior concentração é 
transportado preferencialmente para o interior 
do líquido cefalorraquidiano e 
consequentemente elevando a disponibilidade 
ao encéfalo (Kazapi e Tramonte, 2003; 
Newsholme e Blomstrand, 2006). 
Neste sentido, existem modelos para 
avaliação comportamental do animal, 
utilizados neste estudo como: campo aberto 
(CA), relacionados com a freqüência de 
amostragem, a resolução espacial, a relação 
entre o tamanho do animal e a área do aparato 
experimental, a distância do deslocamento, o 
tempo de permanência em cada região do 
campo e a velocidade do movimento 
(Rousseau e colaboradores, 1998); e o 
labirinto em cruz elevado (LCE) que se baseia 
na medida de todas as categorias 
comportamentais que refletem o conflito 
resultante da tendência dos animais de 
explorar ambientes desconhecidos e evitar 
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dos testes mais empregados no estudo da 
ansiedade (Pellow e colaboradores, 1985).  
Têm sido construídas várias teorias 
acerca de índices comportamentais de 
animais, sendo considerada como 
comportamento exploratório a expressão 
comportamental da curiosidade espontânea 
nos animais (Rousseau e colaboradores, 
1988; Martinez e Morato, 2004). Neste estudo, 
a análise do comportamento de ratos controle 
submetidos ao campo aberto mostrou uma 
grande atividade exploratória quando expostos 
ao meio e se refere à atividade de redes 
neurais inatas que coordenam as estratégias 
comportamentais permitindo aos animais 
interagirem com mudanças contínuas no 
ambiente e aprendizagem topográfica 
independente de recompensa (Zangrossi e 
File, 1992). 
Muitas teorias foram propostas para 
explicar o comportamento exploratório dos 
ratos, dentre elas há referencias que partem 
de conceitos simplistas ligados à existência de 
um impulso exploratório nato da espécie até 
teorias homeostáticas que se fundamentam no 
fato dos ratos explorarem em detrimento de 
necessidades de atingir níveis energéticos 
adequados a sobrevivência, para tal, 
diferentes sensações são desencadeadas no 
intuito de obter maiores informações acerca do 
ambiente (Renner e Seltzer, 1991).  
No que tange ao perfil de 
suplementação clínica, sabe-se que a leucina 
é utilizada em grandes doses no tratamento de 
encefalopatias hepáticas, esta condição tem 
como finalidade gerar competição no processo 
de captação de aminoácidos promovendo 
melhora no estado mental (Fischer e 
colaboradores, 1976; Deshpande e 
colaboradores, 2007; Koivusalo e 
colaboradores, 2008; Pardridge e Choi, 1986; 
Maio e colaboradores, 2000). 
 Diversos cientistas avaliaram à 
atividade de áreas do sistema nervoso central 
frente à variação na disponibilidade plasmática 
de aminoácidos e observaram redução no 
padrão de ingesta em animais alimentados 
com altas doses de leucina (Beretich, 2005; 
Davis e colaboradores, 2000; Cota e 
colaboradores., 2006). Cabe considerar que, 
existe uma grande competição entre os 
sistemas de captação de aminoácidos na 
barreira hematoencefálica, devido ao baixo Km 
dos transportadores sendo observado que o 
excesso na disponibilidade plasmática de 
leucina resulta na redução no conteúdo de 
serotonina e dopamina (Ramanamurthy e 
Srikantia, 1970; Peng e colaboradores, 1973; 
Harper e colaboradores, 1984; Choi e 
colaboradores, 2009). Neste sentido, 
ressaltamos que já foi descrito que estes 
eventos não foram observados na presença de 
isoleucina ou valina (Wu, 2009). 
 Os resultados do comportamento do 
grupo tratado com leucina 5mM quando 
submetido ao campo aberto mostraram 
redução significativa no comportamento 
exploratório nato da espécie e pode ter 
relações com o sistema de inibição 
comportamental constituído pela formação 
septo-hipocampal, junto com outras estruturas 
cerebrais como, por exemplo, os córtices pré-
frontal e cingulado, tálamo antero ventral e 
corpos mamilares.  
Este sistema responde a estímulos 
novos através da supressão do 
comportamento.  
A ativação destes sistemas resultam 
na inibição de qualquer atividade que o animal 
esteja exercendo, levando, no extremo, à 
imobilidade tensa ou congelamento (Papez, 
1937).  
Assim, nossos resultados sugerem 
que a inibição comportamental é 
acompanhada de aumento de vigilância e da 
atenção, para perigos potenciais e pode refletir 
nas alterações da neurotransmissão 
dopaminérgica ou serotoninérgica em 
detrimento da redução na disponibilidade do 
triptofano.  
 No grupo tratado com leucina nas 
doses de 1,25mM também houve redução no 
índice exploratório, porém, em menor 
intensidade se comparado a dose 5 mM 
indicando um efeito intermediário, sem 
descartar sua potencialidade em promover 
redução no âmbito comportamental. Eventos 
estes que não foram observados na dose de 
0,30mM.  
Assim, este estudo de forma pioneira 
sugere que a suplementação com leucina na 
dose de 0,30mM possa propiciar resultados 
significativos quanto se pretende melhorar o 
perfil energético ou realizar ação anti-
catabólica sem interferência na homeostasia 
do sistema nervoso central.  
 O LCE é um método considerado 
como um instrumento útil e válido para medir 
ansiedade, investigações de aspectos 
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farmacológicos (Anseloni e colaboradores, 
1997; Graeff e colaboradores. 1994).  
No que tange ao LCE, foi observado 
que o grupo tratado com leucina 5mM 
permaneceu o maior tempo no braço fechado. 
É sabido que a tendência em permanecer nos 
braços fechados do labirinto é aumentada por 
estímulos e substâncias ansiogênicas, que 
aumentam a aversão aos braços abertos, 
possivelmente este comportamento possa 
indicar um evento que acompanha as altas 
doses de leucina (Harper e colaboradores., 
1984; Pellow e colaboradores, 1985; Rohlfs e 
colaboradores, 2006). 
 Cabe ressaltar que a redução na 
porcentagem de tempo nos braços abertos 
indica ansiedade e reflete dois sistemas 
neurais que medeiam à reação dos animais: o 
sistema cerebral de defesa, acionado em 
situações de conflito ou de perigo iminente e o 
sistema de inibição comportamental, sistemas 
ligados a neurotransmissão serotoninérgica e 
dopaminérgica. 
 Outra possibilidade que possa explicar 
a mudança no comportamento pode estar 
fundamentado na proposta de Rohlfs e 
colaboradores (2005) onde sugere que 
mudanças na neurotransmissão pode ser o 
elemento responsável pelo componente 
cognitivo das emoções e diretamente modificar 
a expressão de ação dos núcleos da base e 
suas relações com componentes motor ou 
comportamental elaborando as manifestações 
neurovegetativas e endócrinas das emoções. 
  Nas doses menores 1,25 mM e 
0,30mM, os componentes comportamentais 
também se manifestaram, porém, houve maior 
exploração do campo aberto e de acordo com 
a proposta de Cruz e colaboradores (1994) o 
tempo que o animal fica no braço fechado e o 
número de vezes em que o animal chega ao 
final do braço aberto é inversamente 
proporcional ao seu nível de ansiedade, 
indicando nesta condição, menor ansiedade, e 
consequentemente pode refletir em menores 
comprometimentos na neurotransmissão 
serotoninérgica. Por outro lado, a avaliação de 
risco que é um comportamento de conflito do 
animal medido pelo número de vezes que o 
animal se dirige ao centro do labirinto, mas 
não entra em outro braço, está diretamente 
relacionada com o nível de ansiedade. Com 
base nestes parâmetros foi observado que os 
grupos tratados com leucina na concentração 
de 1,25 e 0,30mM não diferiram entre si e se 
comparado ao controle, e nos leva a 
considerar que dentro de uma vertente da 
análise neurofisiológica, as doses não geraram 
mudanças comportamentais significativas com 





Os resultados sugerem à existência de 
alterações fisiológicas e comportamentais 
ligadas a suplementação com altas doses de 
leucina. Estas alterações são caracterizadas 
pela redução na atividade exploratória e 
desenvolvimento de ansiedade, fatos que 
certamente alteram o comportamento e a 
performance de indivíduos que utilizem tal 
suplemento. Sugere-se ainda que a 
suplementação com leucina 0,30mM/100g 
pode ser uma dose efetivamente aplicada sem 
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